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บทคัดย่อ
ปฏิกิริยาการเกิดสารสีน้�าตาลที่เกิดข้ึนในอุตสาหกรรมอาหารเป็นปฏิกิริยาท่ีท�าให้อาหารสามารถ 
เกิดการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพด้านสี กลิ่น และรส และยังส่งผลถึงการเปลี่ยนแปลงคุณค่าทางโภชนาการ 
ของอาหาร ซึ่งอาจส่งผลต่อสุขภาพของผู้บริโภค เช่น สารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ เป็นสารพิษชนิดหนึ่ง 
ซึ่งสามารถเกิดได้จาก 2 ปฏิกิริยา คือ ปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน และปฏิกิริยาเมลลาร์ด โดยในงานวิจัยนี้ 
สนใจท่ีจะศึกษาการเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์จากปฏิกิริยาท้ังสองในระบบต้นแบบ 
ซึ่งปัจจัยที่ส่งผลต่อการเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในระบบต้นแบบ ได้แก่ ชนิดของ
น้�าตาล ชนิดของกรดอะมิโน อุณหภูมิที่ให้ความร้อน และเวลาที่ให้ความร้อน ทั้งนี้จะได้ท�าการวิเคราะห์ 
ปริมาณสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ท่ีเกิดขึ้นด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง ซึ่งสภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์ คือ คอลัมน์ชนิดรีเวิร์สเฟส C18 ท�าการชะสารด้วยวัฏภาคเคล่ือนท่ี 
คือ น้�า:อะซีโตไนไตรล์ ในอัตราส่วน 90:10 โดยปริมาตร ควบคุมอัตราการไหลที่ 1.5 มิลลิลิตรต่อนาที 
และตรวจวัดด้วยไดโอดอาร์เรย์ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร โดยจากผลการวิเคราะห์พบว่าปฏิกิริยา 
คาราเมลไลเซชันมีแนวโน้มที่จะสามารถเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ได้มากกว่าปฏิกิริยา 
เมลลาร์ดในทุกสถานการณ์ที่จ�าลองขึ้น
 
ค�ำส�ำคัญ: ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ ปฏิกิริยาการเกิดสารสีน้�าตาล ปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน 
 ปฏิกิริยาเมลลาร์ด
Abstract
The browning reaction is one of the most commonly studied reactions in food chemical 
industry. Effect of physical changes in food such as colors, flavours and taste decrease nutritional 
value which affect on consumers health. Hydroxymethylfurfural (HMF) is a common product in 
browning reaction and can be caused by two main forms of Caramelization and Maillard reaction. 
The objective of this study is to study the occurrence of hydroxymethylfurfuraldehyde from 
Caramelization and Maillard reactions in model systems, the influential factors on HMF in model 
system are sugars, types of amino acids, storage temperature and heating time. Then HMF was 
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determined by reversed-phase high performance liquid chromatography using a C18 column 
coupled with photodiode array (DAD) detector that detected at 280 nm (ABS280). The systems 
were eluted with the mobile phase solvent of water: acetonitrile as 90:10, v/v with controlled 
flow rate at 1.5 ml/min. These results indicate that the caramelization of sugars propensity to 
formation of 5-hydroxymethyl-furaldehyde more than Maillard reaction.
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บทน�า 
ในกระบวนการผลิตอาหารผู้ผลิตมักจะใส่ใจ
ในสีของผลิตภัณฑ์เนื่องจากสามารถบ่งบอกถึง
คุณภาพของอาหารแล้วยังมีอิทธิพลอย่างมาก 
ต่อประสาทการรับรู้ของผู้บริโภคให้รู้สึกว่าอาหาร
ชนิดนั้นชวนน่ารับประทาน โดยส่วนสีสันสดใส
ที่พบในอาหารนั้นจะเกิดจากการที่ ผู้ปรุงอาหาร
เจือสีเข้าไป แต่ส่วนมากสีจากอาหารมักจะเกิด
ขึ้นจากขั้นตอนการปรุงอาหารตามธรรมชาติ
มากกว่า โดยสีในอาหารที่เกิดขึ้นนั้นมักจะเป็น
สีในโทนเหลืองจนถึงน้�าตาลด�า หรือที่เรียกว่า 
สีในกลุ่มเอิร์ทโทน เช่น สีเหลืองอ่อนของเค้ก 
สีน้�าตาลแดงของไก่ย่าง สีน้�าตาลของคุกกี้ เป็นต้น 
แต่ ในบางครั้ ง สีน้� าตาลในอาหารมนุษย์ก็ ไม่
ปรารถนาจะให้เกิดเช่นนั้น โดยเฉพาะสีจากสาร 
สี น้� า ต า ลที่ เ กิ ด จ า กปฏิ กิ ริ ย า ท า ง เ ค มี ข อ ง 
องค์ประกอบต่างๆ ในอาหาร เช่น สีน้�าตาลเข้มในน้�าผึ้ง 
ที่เก็บไว้นาน สีของกล้วยที่ปลอกเปลือกแล้ว เป็นต้น 
ซึ่งโดยทั่วไปปฏิกิริยาการเกิดสีน�้าตาล (Browning 
Reaction) สามารถแบ่งได้ 2 ระบบ คือ การเกิด 
สีน�้าตาลแบบมีเอนไซม์เกี่ยวข้อง (Enzymatic 
Browning Reaction) และการเกิดสีน�้าตาล
แบบไม่ใช้เอนไซม์ (Nonenzymatic Browning 
Reaction) ซึ่งสารสีน้�าตาลที่ผู้บริโภคไม่พึงประสงค์ 
มักเกิดขึ้นจากการเกิดสีน�้าตาลแบบไม่ใช้เอนไซม์ 
เป็นส่วนใหญ่ โดยเฉพาะการเกิดสารประกอบท่ีเป็น 
อนุพันธ์ของฟูแรน (Furan) ของน้�าตาลเฮกโซส 
จ ะ ไ ด้ อ นุ พั น ธ์ ข อ ง ฟู แ ร น  ที่ เ รี ย ก ว่ า 
ส า ร ไ ฮ ด ร อ ก ซี เ ม ทิ ล เ ฟ อ ร์ ฟิ ว ร า ล ดี ไ ฮ ด์  
(hydroxymethyl fur furra ldehyde ; HMF) 
ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็งชนิดหนึ่ง [1] สารไฮดรอกซี
เมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์นี้เป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น
จากปฏิกิริยาการเกิดสีน้�าตาลแบบไม่ใช้เอนไซม์ 
โดยสามารถเกิดได้จาก 2 กลไก คือ เกิดผ่าน 
ปฏิกิ ริ ยา เมลลาร์ด (Ma i l l a rd Reac t ion) 
ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาระหว่างน้�าตาลโมเลกุลเดี่ยวกับ
กรดอะมิโนของโปรตีน แล้วได้ผลิตภัณฑ์ที่อยู่ใน 
รูปของสารประกอบกลูโคส-เอมีนท่ีมีสีน้�าตาล [2] 
แ ล ะ เ กิ ด ผ่ า น ปฏิ กิ ริ ย า ค า ร า เ ม ล ไ ล เ ซ ชั น 
(Caramelization) ซึ่งเป็นปฏิกิริยาของน้�าตาล
ได้ รับความร้อนสูงเกินจุดหลอมเหลว ท�าให้
น้�าตาลโมเลกุลเดี่ยวเปลี่ยนรูปไปเป็นพอลิเมอร์ 
ของสารประกอบคาร์บอนได้เป็นสารสีน้�าตาล 
ที่ มี กลิ่ นและรส เฉพาะตั ว เ รี ยกว่ าคารา เมล 
(Ca r ame l )  [ 3 ]  โดยผลิ ตภัณฑ์ที่ ไ ด้ จ าก
ปฏิกิริยาการเกิดคาราเมล ถูกน�ามาใช้เพื่อแต่งสี 
และกล่ินรสในผลิตภัณฑ์อาหารจ�าพวกลูกกวาด 
และเครื่องดื่ม เป็นต้น
น้� า ต า ล เ ป็ นหน่ ว ยย่ อ ยที่ เ ล็ ก ที่ สุ ด ข อ ง 
คาร์โบไฮเดรต ที่ให้พลังงานที่ส�าคัญที่สุดส�าหรับ
ร่างกาย น้�าตาลสามารถแบ่งได้เป็น 3 ชนิด
ใหญ่ๆ คือ น้�าตาลโมเลกุลเดี่ยว เป็นน้�าตาล
ท่ีประกอบด้วยธาตุคาร์บอน 3-8 อะตอม 
สามารถละลายน้�าได้ มีรสหวาน นิยมใช้เป็น 
ส่วนประกอบของเครื่องดื่ม เพื่อเพิ่มพลังงาน
ให้แก่ร่างกาย เนื่องจากร่างกายสามารถดูดซึม
น้�าตาลชนิดนี้ไปใช้ได้ทันที เช่น น้�าตาลกลูโคส 
แมนโนส ฟรักโทส น้�าตาลโมเลกุลคู่ เป็นน้�าตาล
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โมเลกุลเดี่ยว 2 โมเลกุลมารวมกัน เช่น น้�าตาล
ซูโครส เป็นน้�าตาลที่ประกอบด้วยน้�าตาลโมเลกุล
เดี่ยวคือ น้�าตาลกลูโคส และน้�าตาลฟรักโทส 
ซึ่งน้�าตาลซูโครสหรือน้�าตาลทรายนี้นิยมน�าไป 
ท�าเป็นน้�าเชื่อม ลูกอม และขนมหวาน และน้�าตาล 
ชนิดสุดท้ายคือ น้�าตาลโมเลกุลใหญ่ เป็นน้�าตาล 
โมเลกุลเดี่ยวหลายๆ โมเลกุลมารวมกัน ไม่ละลายน้�า 
และไม่มีรสหวาน เช่น แป้ง ไกลโคเจน และเซลลูโลส 
อย่างไรก็ตามน้�าตาลก็มีทั้งประโยชน์และโทษต่อ 
ผู้บริโภค จึงต้องบริโภคให้พอเหมาะ ไม่มากเกิน
หรือน้อยเกินไป 
จะเห็นได้ว่าน้�าตาลมีบทบาทส�าคัญส�าหรับ
ผู้บริโภค ผู้ผลิตจึงต้องค�านึงถึงปฏิกิริยาทาง
เคมีของน้�าตาลเนื่องจากน้�าตาลสามารถเป็นสาร 
ตั้งต้นในการเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
ในปฏิกิ ริยาคาราเมล ไลเซชันและปฏิกิ ริยา 
เมลลาร์ดได้ 
การเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
ในน้�าตาลนั้น เป็นผลมาจากการเกิดสารสีน�้าตาล
แบบไม่ใช้เอนไซม์ โดยมีปฏิกิริยาที่เกี่ยวข้องอยู่ 
2 ปฏิกิริยา คือ ปฏิกิริยาเมลลาร์ด และปฏิกิริยา
คาราเมลไลเซชัน โดยปฏิกิริยาแรกที่ท�าให้เกิดสาร
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัล คือ ปฏิกิริยาเมลลาร์ด 
เป็นปฏิกิริยาระหว่างหมู่อะมิโนของกรดอะมิโน 
กับหมู่คาร์บอนิลในน�้าตาล ค้นพบข้ึนคร้ังแรก 
โดย Louis Camille Maillard ในปี ค.ศ. 1912 
ซึ่งผลิตผลจากปฏิกิริยาเมลลาร์ดถ้าใช้สารตั้งต้น 
เ ป็ นน�้ า ต า ลกลู โ คสมาท� าปฏิ กิ ริ ย า กั บก รด 
อะมิ โนไกลซีน อาจได้ ผลิ ตภัณฑ์ที่ เ กิ ด ข้ึน 
มากกว่า 24 ชนิด [4] โดยผลิตภัณฑ์ที่เกิดข้ึนนี้ 
จะสร้างความเสียหายต่อคุณภาพของอาหาร 
อย่างมาก โดยเฉพาะสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัล 
ที่นอกจากจะมีสีน้�าตาลแล้วยังเป็นสารก่อมะเร็ง 
ที่ อั นตราย ดังนั้ นการตรวจ วัดปริมาณสาร 
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัล ซึ่งสามารถใช้ใน 
การช้ีวัดการเกิดสารสีน้�าตาลโดยปฏิกิริยาเมลลาร์ด 
เนื่องจากเป็นสารมัธยันต์ซึ่งเกิดขึ้นในขั้นตอนหนึ่ง
ของปฏิกิริยาเมลลาร์ด
การเกิดสารไฮดรอกซี เมทิลเฟอร์ฟิว รัล 
ในน้�าตาลของปฏิกิริยาเมลลาร์ดนั้น จะเกิดขึ้น 
3 ขั้นตอน โดยขั้นตอนที่ 1 จะเกิดปฏิกิริยา 
การรวมตัวหรือควบแน่นระหว่างน�้าตาลโมเลกุลเดี่ยว 
ยกตัวอย่างเช่นน้�าตาลกลูโคสกับกรดอะมิโนไลซีน 
ที่ เ รี ยกว่ า Sugar Amine Condensa t ion 
โดยผลที่ได้เป็นผลิตภัณฑ์ที่เรียกว่า N-substituted 
glycosylamine [5] จากนั้นจะเข้าสู่ขั้นตอนท่ี 2 
โดยสาร N-substituted glycosylamine จะเกิด
การเปลี่ยนแปลงไปเป็นสารประกอบอะมาโดริ 
(Amadori Compound) [6] ดังภาพที่ 1 
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ภำพที่ 1 แผนภาพการเกิด Amadori Compound  
ที่มา: H. Nursten (2005).
ขั้นตอนที่ 3 สารประกอบอะมาโดริเป็น 
สารผลิตภัณฑ์ที่สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลง 
ได้อย่างต่อเน่ืองจึงสามารถเกิดปฏิกิริยาต่อไป 
ได้อีกซึ่งมีการเกิดปฏิกิริยาได้ 4 แบบ ได้แก่ 
การสูญเสียน�้าจากน�้าตาล (Sugar Dehydration) 
น้�าตาลเกิดการแตกเป็นส่วนๆ (Sugar Fragmentation) 
การเสียสภาพของกรดอะมิโน (Amino Acid 
Degradation) และการเกิด Strecker Degradation 
โดยผ่านกลไก 1, 2-enolization หรือการเปลี่ยนแปลง 
ผ่านกลไก 2, 3-enolization โดยการเปลี่ยนแปลง 
ของปฏิกิริยาเมลลาร์ดในขั้นตอนสุดท้ายจะได้ 
ผลิตภัณฑ์จ�าพวกสารเมลานอยด์ดินซึ่งให้สีน้�าตาล
เข้มหนึ่งในนั้นคือ สารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัล 
ดังแสดงในภาพที่ 2 [7]
ภำพที่ 2 แผนภาพการเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์จากปฏิกิริยาเมลลาร์ด 
ที่มา: S. E. Fayle and J. A. Gerrard (2002).
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ส�าหรับการเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์
ฟิวรัล ในน้�าตาลของปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน 
(Caramelization Reaction) จะแตกต่างจาก
ปฏิกิริยาเมลลาร์ด โดยการเกิดสารสีน้�าตาลที่เกิด
จากน้�าตาลโมเลกุลเด่ียว ยกตัวอย่างเช่น น้�าตาล
กลูโคส เม่ือน้�าตาลกลูโคสได้รับความร้อนสูง
เกินจุดหลอมเหลวจะเกิดการเกิดการสูญเสียน้�า 
โดยไม่มีสารประกอบพวกโปรตีนและอะมิโน 
ซึ่งน้�าตาลที่บริสุทธิ์จะเกิดปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน
ได้รวดเร็วที่อุณหภูมิสูง ซึ่งปัจจัยที่มีผลต่อการเกิด 
ปฏิ กิ ริ ย านั้ น ขึ้ น อยู่ กั บ อุณหภู มิ  แ ล ะ เ ว ล า 
โดยปฏิ กิ ริ ย าขั้ น แ รกจะ เกิ ด  Eno l i z a t i o n 
Dehydration และมีการสูญเสียน้�าอย่างต่อเนื่อง 
และเกิดแตกตัวเป็นไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
(HMF) [8] ดังแสดงตามภาพที่ 3  
ภำพที่ 3 การเกิดสารสีน้�าตาลเนื่องจากปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน  
ที่มา: Braverman (1963 : 336)
ซึ่งการศึกษาการเกิดไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์
ฟิ วรั ลดี ไฮด์ จากปฏิกิ ริ ยาคารา เมลไลเซชัน 
และปฏิกิริยาเมลลาร์ดในระบบต้นแบบนี้ ยังไม่มีผู้ใด 
ศึกษามาก่อนมีเพียง Laroque D. และคณะ ในปี 
ค.ศ. 2008 ได้ท�าการศึกษาอัตราการเกิดปฏิกิริยา
เมลลาร์ดของน้�าตาลโดยใช้น้� าตาลเป็นปัจจัย
แปรผัน [9] ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่เปรียบ
เทียบการเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
ในปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชันและปฏิกิริยาเมลลาร์ด 
ด้วยเทคนิคของโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง (High Performance Liquid Chromatography; 
HPLC) เ พ่ือข้อมูลที่ ได้ ไปใช้ ในการควบคุม 
และป้องกันการเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัล
ดีไฮด์ในอุตสาหกรรมการผลิตอาหารต่อไป 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย
1. เพื่อศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการ
วิเคราะห์หาปริมาณไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
2. เพื่อศึกษาการเกิดสารไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์จากปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน 
และปฏิกิริยาเมลลาร์ดในระบบต้นแบบ
อุปกรณ์ เครื่องมือ และสำรเคมี
- เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
จากบริษัท Hewlett-Packard รุ่น HP 1100 
โดยใช้คอลัมน์ C18 (Vertisep pHendure 5µm 
ขนาด 4.6 x 250 mm และใช้ตัวตรวจวัดแบบ
ไดโอดอาร์เรย์
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-  กระดาษกรอง Whatman No.4
- เยื่อกรองเซลลูโลสอะซิเตต ขนาด 0.45 
ไมครอน
-  สารมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรา
ลดีไฮด์ (จากบริษัท Fuka)
-  โพแทสเซียมเฟอร์โรไซยาไนด์ (Carrez I) 
-  ซิงค์อะซิเตท (Carrez II)
-  อะซิโตไนไทรล์ (HPLC grade)
-  น้�าตาลซูโครส
-  น้�าตาลกลูโคส
-  น้�าตาลฟรักโทส
วิธีด�าเนินการวิจัย 
ตอนที่ 1 กำรศึกษำหำสภำวะที่ เหมำะ
สมในกำรวิ เครำะห์หำปริมำณไฮดรอกซี
เมทิลเฟอร์ฟิวรัล ดีไฮด์ด้วยเทคนิคโครมำโท
กรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง (ดัดแปลงจำก 
[10-12])
กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนไฮดรอกซี
เมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ (HMF)
ชั่งสารมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
0 .01 กรั ม ลงในขวดปรับปริ มาตรขนาด 
100 มิ ลลิ ลิ ต ร ปรับปริ มาตรด้ วยน้� ากลั่ น 
เขย่ าจนสารละลายเ ป็นเนื้ อ เ ดียวกัน จะได้
สารละลายมาตรฐานที่มีความเข้มข้น 100 ppm 
น�าไปเก็บไว้ในตู้ เย็นที่อุณหภูมิประมาณ 4oC 
ก่อนที่จะน�าไปใช้เป็นสารละลายมาตรฐานตั้งต้น 
วิธีกำรทดลอง
1. เตรียมสารละลายมาตรฐานไฮดรอกซี
เมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ที่มีความเข้มข้น 0.001, 
0.005, 0.01, 0.05 และ 0.1 ppm ตามล�าดับ 
จากนั้นน�าไปกรองผ่านเย่ือกรองเซลลูโลสอะซิเตต
ขนาด 0.45 ไมครอน 
2. ฉี ดสารละลายที่ ค ว าม เข้ มข้ นต่ า งๆ 
ที่ปริมาตร 20 ไมโครลิตรเข้าสู่ระบบของเครื่อง 
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงมีสภาวะ 
ของระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ 4 สภาวะ ดังนี้
สภาวะที่ 1 ใช้ น้�า : อะซีโตไนไตรล์ ในอัตราส่วนร้อยละ 97 : 3
สภาวะที่ 2 ใช้ น้�า : อะซีโตไนไตรล์ ในอัตราส่วนร้อยละ 95 : 5
สภาวะที่ 3 ใช้ น้�า : อะซีโตไนไตรล์ ในอัตราส่วนร้อยละ 90 : 10 
สภาวะที่ 4 ใช้ น้�า : อะซีโตไนไตรล์ ในอัตราส่วนร้อยละ 80 : 20
ใ ช้ อั ต ร าก า รไหลของวั ฏภาค เคลื่ อ นที่  
1.5 มิลลิลิตรต่อนาที โดยติดตามการเปลี่ยนแปลง 
ของสัญญาณด้วย ตัวตรวจวัดแบบยูวีวิสิ เบิล 
ท่ีความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร บันทึก 
โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานและท�าการสร้าง
กราฟมาตรฐาน
ตอนที่ 2 ศึ ก ษ ำ ก ำ ร เ กิ ด ไ ฮ ด ร อ ก
ซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในระบบต้นแบบ 
ของปฏิกิริยำคำรำเมลไลเซชัน
2.1 การศึกษาผลของชนิดน้�าตาลในระบบ
ต้นแบบของปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน 
 2.1.1 ปิ เ ป ต ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น 
ความเข้มข้น 1% ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร 
ใส่หลอดทดลองท่ีมีฝาปิด โดยหลอดท่ี 1-5 
เป็นน้�าตาลซูโครส หลอดที่ 6-10 เป็นน้�าตาลกลูโคส 
และหลอดที่ 11-15 เป็นน้�าตาลฟรักโทส
 2.1.2 น�าไปอุ่นด้วยอ่างน้� าควบคุม
อุณหภูมิที่อุณหภูมิ 80oC เป็นเวลา 30 นาที
 2.1.3 น�าหลอดทดลองขึ้นจากอ่างน้�า
ควบคุมอุณหภูมิ น�ามาแช่อ่างน้�าแข็งท่ีอุณหภูมิ 
4oC เพื่อหยุดปฏิกิริยา 
 2.1.4 น�าสารละลายที่ได้ไปกรองผ่าน
ไซรินจ์ฟิลเตอร์เมมเบรนของเซลลูโลสอะซิเตต
ขนาด 0.45 ไมครอน 
 2.1.5 จ ากนั้ น ฉี ด ส า ร ล ะ ล าย ท่ี ไ ด้
สู่ เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
ตามสภาวะที่ เหมาะสมข้างต้น เพื่อวิ เคราะห์
หาปริมาณสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
ท�าการบันทึกโครมาโทรแกรม แล้วน�าค่าพื้นที่ 
ใต้พีคมาค�านวณความเข้มข้นของปริมาณสาร 
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ โดยเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน
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2.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิในการให้
ความร้อน
 2.2.1 ปิ เปตสารละลายมาตรฐาน 
ความเข้มข้น 1% ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร 
ใส่หลอดทดลองที่มีฝาปิด โดยหลอดที่ 1-5 
เป็นน้�าตาลซูโครส หลอดที่ 6-10 เป็นน้�าตาลกลูโคส 
และหลอดที่ 11-15 เป็นน้�าตาลฟรักโทส
 2.2.2 ท� า ก า ร ค ว บ คุ ม อุ ณ ห ภู มิ  
ที่ อุณหภูมิห้อง 50, 60, 80 และ 100oC 
ตามล�าดับ เป็นเวลา 30 นาที 
 2.2.3 จากนั้นท�าการทดลองเช่นเดียว
กับข้อ 2.1.3-2.1.5
2.3 การศึกษาผลของเวลาในระบบต้นแบบ
 2.3.1 ปิ เปตสารละลายมาตรฐาน 
ความเข้มข้น 1% ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร 
ใส่หลอดทดลองที่มีฝาปิด โดยหลอดที่ 1-5 
เป็นน้�าตาลซูโครส หลอดที่ 6-10 เป็นน้�าตาลกลูโคส 
และหลอดที่ 11-15 เป็นน้�าตาลฟรักโทส
 2.3.2 น�าไปอุ่นด้วยอ่างน้� าควบคุม
อุณหภูมิที่อุณหภูมิ 80oC เป็นเวลา 5, 10, 30, 
60 และ 80 นาที ตามล�าดับ
 2.3.3 จากนั้นท�าการทดลองเช่นเดียว
กับข้อ 2.1.3-2.1.5  
ตอนที่  3 ศึกษำกำรเกิดไฮดรอกซี
เมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในระบบต้นแบบของ 
ปฏิกิริยำเมลลำร์ด
3.1 การศึกษาผลของชนิดของกรดอะมิโนใน
ระบบต้นแบบ
 3.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน 
กรดอะมิโน 3 ชนิด คือ ไลซีน (Lysine), ทริปโทเฟน 
(Tryptophan) และโพรลีน (Proline) ที่ความเข้มข้น 
1,000 ppm
 3.1.2 ปิ เปตสารละลายมาตรฐาน
กรดอะมิ โนแต่ ละชนิดมา 1 .00 มิลลิ ลิ ตร 
ผสมกับน้�าตาลกลูโคสมาตรฐานเข้มข้น 1% (W/V) 
ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร 
 3.1.3 น�าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 
80oC เป็นเวลา 30 นาที 
 3.1.4 แล้วหยุดปฏิกิริยาโดยการน�ามา
แช่อ่างน้�าแข็งที่อุณหภูมิ 4oC  
 3.1.5 น�าสารละลายที่ได้ไปกรองผ่าน
ไซรินจ์ฟิลเตอร์เมมเบรนของเซลลูโลสอะซิเตต
ขนาด 0.45 ไมครอน 
 3.1.6 จากนั้นฉีดสารละลาย ท่ีได้สู่ 
เค ร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
ตามสภาวะที่ เหมาะสมข้างต้น เพื่อวิ เคราะห์
หาปริมาณสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
ท�าการบันทึกโครมาโทรแกรม แล้วน�าค่าพื้นที่ 
ใต้พีคมาค�านวณความเข้มข้นของปริมาณสาร 
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ โดยเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน
3.2 การศึกษาผลของชนิดน้�าตาลในระบบ
ต้นแบบ
 3.2.1 เตรียมสารละลายน้�าตาลซูโครส 
กลูโคสและฟรักโทสที่ความเข้มข้น 1% (W/V)
 3.2.2 ปิเปตสารละลายน้�าตาลแต่ละชนิดมา 
1.00 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายของกรดอะมิโนไลซีน 
ความเข้มข้น 1000 ppm ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร 
 3.2.3 น�าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 
80oC เป็นเวลา 30 นาที 
 3.2.4 จากนั้นท�าการทดลองเช่นเดียว
กับข้อ 3.1.4-3.1.6 
3.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิในระบบต้นแบบ
 3.3.1 เตรียมสารละลายน้�าตาลซูโครส 
กลูโคส และฟรักโทสที่ความเข้มข้น 1%
 3.3.2 ปิเปตสารละลายน้�าตาลแต่ละชนิดมา 
1.00 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายของกรดอะมิโนไลซีน 
ความเข้มข้น 1000 ppm ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร 
 3.3.3 ท�า 5 ชุดการทดลองโดยควบคุม 
ท่ีอุณหภูมิ 30, 50, 60, 80 และ 100oC 
ตามล�าดับ เป็นเวลา 30 นาที 
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 3.3.4 จากนั้นท�าการทดลองเช่นเดียว
กับข้อ 3.1.4 – 3.1.6
     3.3.6 ท�าการทดลองตามวิธีข้างต้นแต่ 
เปล่ียนสารละลายกรดอะมิโนเป็นกรดอะมิโนทริปโทเฟน 
และกรดอะมิโนโพรลีน 
3.4 การศึกษาผลของเวลาในระบบต้นแบบ
 3.4.1 เตรียมสารละลายน้�าตาลซูโครส 
กลูโคสและฟรักโทสที่ความเข้มข้น 1%
   3.4.2 ปิเปตสารละลายน้�าตาลแต่ละ
ชนิดมา 1.00 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย 
ของกรดอะมิโนไลซีน ความเข้มข้น 1000 ppm 
ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร 
 3.4.3 น�าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 
80oC เป็นเวลาในช่วง 5 นาทีจนถึง 60 นาที 
   3.4.4 จากนั้นท�าการทดลองเช่นเดียว
กับข้อ 3.1.4-3.1.6
 3.4.5 ท�าการทดลองตามวิธีข้างต้น 
แต่เปลี่ยนสารละลายกรดอะมิโนเป็นกรดอะมิโน 
ทริปโทเฟน และกรดอะมิโนโพรลีน 
ผลการวิจัย 
ตอนที่ 1 ผลการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม
ต่อการวิเคราะห์หาสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
จ า ก ก า ร ศึ ก ษ าห า สภ า ว ะ ท่ี เ ห ม า ะ ส ม 
ในการวิเคราะห์ โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟี 
ของเหลวสมรรถนะสูง มีอัตราการไหลของ 
วัฏภาคเคลื่อนที่ 1.5 มิลลิลิตรต่อนาที โดยติดตาม 
การเปลี่ยนแปลงของสัญญาณด้วยตัวตรวจวัดแบบ
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
ท�าการเปลี่ยนแปลงวัฏภาคเคลื่อนที่ 4 สภาวะ 
ผลการทดลองแสดงเวลาในการคงอยู่ ใน
คอลัมน์ (Retention Time) ของสารละลาย 
มาตรฐานไฮดรอกซี เมทิล เฟอร์ฟิ วรั ลดี ไฮด์  
ในสภาวะต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 1
ตำรำงที่ 1 แสดงระยะเวลาการคงอยู่ในคอลัมน์ของสารละลายไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์มาตรฐาน 
ณ สภาวะต่างๆ ของวัฏภาคเคลื่อนที่
สภำวะ เวลำในกำรคงอยู่ในคอลัมน์ (นำที)
  สภาวะที่  1  (น้�า : อะซีโตไนไตรล์  ในอัตราส่วน 97  :  3)  9.3 + 0.01
  สภาวะที่  2  (น้�า : อะซีโตไนไตรล์  ในอัตราส่วน 95  :  5)  6.6 + 0.1
  สภาวะที่  3  (น้�า : อะซีโตไนไตรล์  ในอัตราส่วน 90  :  10)  4.0 + 0.006
  สภาวะที่  4  (น้�า : อะซีโตไนไตรล์  ในอัตราส่วน 80  :  20)  2.6 + 0.002
จากผลการทดลองในตารางที่ 1 พบว่า 
ร ะยะ เ วลาในการคงอ ยู่ ในคอลั มน์ ของสาร 
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ แตกต่างกัน 
สภาวะที่ 4 พบพีคของสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์
ฟิวราลดีไฮด์ ให้เวลาในการคงอยู่บนคอลัมน์น้อย 
แต่พีคของสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
เกิดการซ้อนทับกับพีคอื่นๆ ดังนั้นจึงเลือกที่สภาวะ
ที่ 3 เป็นสภาวะที่เหมาะสม จะพบพีคของสาร 
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ที่เวลาประมาณ 
4 นาที โดยโครมาโทแกรมที่ได้จากสภาวะที่เหมาะสม 
จะแสดงดังภาพที่ 4 
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ภำพที่ 4 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
 
 เมื่อน�าสภาวะดังกล่าวมาใช้ในการวัด
ปริมาณสารมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
ในช่วงความเข้มข้นตั้งแต่ 0.001 ppm จนถึง 
0.1 ppm แล้วน�าข้อมูลของพื้นที่ใต้กราฟของ 
โครมาโทรแกรมมาใช้ในการหาความสัมพันธ์ 
ระหว่างพื้นที่ ใต้กราฟกับความเข้มข้นในรูป 
ของสมการ เส้นตรง พบว่ าสมการ เส้นตรง 
ที่ได้มีค่าเท่ากับ y = 104.46x + 0.0949 
โดยมี ค่ าความ เป็ น เส้ นตรงอยู่ ที่  0 .9997 
ดั ง แสดงในภาพที่  5 และ เมื่ อ ค� านวณหา 
ค่าขีดความสามารถต่�าสุดในการตรวจวัด (LOD) 
และค่าขีดความสามารถต่�าสุดในการวิเคราะห์ 
(LOQ) ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารไฮดรอกซี
เมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ พบว่าได้ค่า LOD เท่ากับ 
0.00089 ppm และค่า LOQ เท่ากับ 0.0029 
ppm ตามล�าดับ
ภำพที่ 5 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
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ตอนท่ี 2 ศึกษำกำรเกิดไฮดรอกซีเมทิล 
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในระบบต้นแบบของปฏิกิริยำ 
คำรำเมลไลเซชัน
2.1 ผลของชนิดน้�าตาลในระบบต้นแบบของ
ปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน 
ได้ท�าการวิเคราะห์โดยใช้สภาวะที่เหมาะสม
ข้างต้นในตอนที่ 1 ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง โดยท�าการทดลองกับ
น้�าตาลทั้ง 3 ชนิด คือ น้�าตาลซูโครส น้�าตาล
กลูโคส และน้�าตาลฟรักโทส โดยมีการให้ความร้อน
แก่น้�าตาลที่อุณหภูมิ 80oC เป็นเวลา 30 นาที 
ผลที่ได้แสดงดังภาพที่ 6
ภำพที่ 6  เปรียบเทียบการเกิดสารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ ของน้�าตาล 3 ชนิด 
  ในปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน
จากการศึกษาพบว่า ปริมาณสารไฮดรอกซี
เมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ที่เกิดจากน้�าตาลฟรักโทส 
มากกว่าน้�าตาลกลูโคส และไม่สามารถตรวจหา
สารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในระบบ
ของน้�าตาลซูโครส เนื่องจากโครงสร้างทางเคมี 
ที่แตกต่างกันนี้จึงมีผลท�าให้น้�าตาลฟรักโทสที่เป็น
น้�าตาลคีโตสเกิดปฏิกิริยาการสูญเสียน้�าได้เร็ว
กว่าจึงมีผลท�าให้น้�าตาลฟรักโทสสามารถเกิดสาร 
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ได้มากกว่าน้�าตาล
กลูโคสที่เป็นน้�าตาลอัลโดส ส่วนของน้�าตาลซูโครส
ซึ่งเป็นน้�าตาลโมเลกุลคู่ที่ประกอบด้วยน้�าตาล
กลูโคสต่อกับน้�าตาลฟรักโทสด้วยพันธะ α(1-2) 
เป็นน้�าตาลนอนรีดิวซ์เพียงชนิดเดียว และไม่สามารถ
ถูกออกซิไดซ์ได้ เนื่องจากไม่มีกลุ่มอัลดีไฮด์ 
และกลุ่มคีโตนที่เป็นอิสระ และไม่เกิดมิวตาโรเตชัน 
(Mutarotation) เมื่ออยู่ในสารละลาย [13] จึงท�าให้ 
น้�าตาลซูโครสไม่สามารถเกิดสารไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ได้
2.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิในการให้
ความร้อนในระบบต้นแบบ 
จากข้อมูลของสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีได้ในตอนท่ี 
1 จึงได้น�าสภาวะดังกล่าวมาใช้ในการวัดปริมาณ
สารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ ในน้�าตาล 
ทั้ง 3 ชนิด คือ น้�าตาลฟรักโทส น้�าตาลกลูโคส 
และน้�าตาลซูโครสในปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน 
โดยมีการให้ความร้อนแก่น้�าตาลท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
เป็นเวลา 30 นาที พบว่าปริมาณการเกิดสาร 
ไ ฮด ร อกซี เ มทิ ล เ ฟอ ร์ ฟิ ว รั ล ดี ไ ฮ ด์ ม า กขึ้ น 
เม่ือมีการให้ความร้อนสูงขึ้น เนื่องจากน้�าตาล 
เกิดปฏิกิ ริยาการสูญเสียน้� าออกจากโมเลกุล 
ท่ีเรียกว่า Enolization Dehydration และเกิด
การแตกตัวเป็นไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
ดังแสดงในตารางที่ 2 
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ตำรำงที่ 2 ผลของอุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่น้�าตาลของปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน
อุณหภูมิ (oC)
ปริมำณของสำรไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรำลดีไฮด์ (ppm)
ฟรักโทส กลูโคส ซูโครส
35 0.0151 + 0.0002 0.0082 + 0.0006 N.D.
50 0.0162 + 0.0009 0.0104 + 0.0011 N.D.
60 0.0183 + 0.0007 0.0106 + 0.0003 N.D.
80 0.0181 + 0.0005 0.0105 + 0.0006 N.D.
100 0.0518 + 0.0019 0.0129 + 0.0005 N.D.
หมายเหตุ N.D. หมายถึง มีปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธีการที่น�าเสนอในงานวิจัยนี้
เมื่อน�าค่าความเข้มข้นของสารไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์มาพลอตกราฟ พบว่ามีแนวโน้ม 
การเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 
ในรปูของสมการเอก็โพแนนเชยีล ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่า 
การเกิดของสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
มีอัตราการเพิ่มขึ้นแบบทวีคูณ คือที่อุณหภูมิต่�า
การเกิดของสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
จะเกิดอย่างช้าๆ เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นพบว่า การเกิด
ของสารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
เพิ่มขึ้นแบบทวีคูณ ดังแสดงในภาพที่ 7
ภำพที่ 7 ปริมาณสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ในน้�าตาล 2 ชนิด ที่อุณหภูมิต่างๆ ในปฏิกิริยา 
 คาราเมลไลเซชัน
2.3 การศึกษาผลของเวลาในระบบต้นแบบ
ของปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน 
การเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 
ในปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชันขึ้นอยู่กับอุณหภูมิ
และเวลา ดังนั้นในการทดลองนี้จึงน�าน้�าตาลมาให้
ความร้อนที่ 80oC เป็นเวลา 5, 10, 30, 60 
และ 80 นาที พบว่าปริมาณการของสารไฮดรอกซี 
เมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ มากขึ้นเมื่อมีการให้ความร้อน 
ที่นานขึ้น เนื่องจากน้�าตาลเกิดการสูญเสียน้�า 
ออกจากโมเลกุลอย่างต่อเนื่องจึงเกิดเป็นสาร 
ไฮดรอกซี เมทิ ล เฟอร์ฟิ ว ร าลดี ไฮด์ ม ากขึ้ น 
ดังแสดงในตารางที่ 3 
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ตำรำงที่ 3 ผลของเวลาในการให้ความร้อนแก่น้�าตาลของปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน
เวลำ (นำที)
ปริมำณสำรไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรำลดีไฮด์ (ppm)
ฟรักโทส กลูโคส ซูโครส
5 0.0162 + 0.0005 0.0092 + 0.0002 N.D.
10 0.0160 + 0.0009 0.0093 + 0.0003 N.D.
30 0.0181 + 0.0005 0.0105 + 0.0006 N.D.
60 0.0184 + 0.0013 0.0107 + 0.0007 N.D.
80 0.0205 + 0.0007 0.0122 + 0.0018 N.D.
หมายเหตุ N.D. หมายถึง มีปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธีการที่น�าเสนอในงานวิจัยนี้
เมื่อน�าค่าความเข้มข้นของสารไฮดรอกซี
เมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์มาพลอตกราฟ พบว่า 
มีแนวโน้มการเกิดสารไฮดรอกซี เมทิลเฟอร์ 
ฟิวราลดีไฮด์ในรูปของสมการเอ็กโพแนนเชียล 
ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการเกิดของสารไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์มีอัตราการเพิ่มขึ้นแบบทวีคูณ 
เมื่อให้ความร้อนเป็นเวลานาน ดังแสดงในภาพที่ 8
ภำพที่ 8 ปริมาณสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ในน้�าตาล 2 ชนิดที่เวลาต่างๆ ในปฏิกิริยา 
 คาราเมลไลเซชัน
ตอนท่ี 3 ศึกษำกำรเกิดไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในระบบต้นแบบของปฏิกิริยำ
เมลลำร์ด
3.1 การศึกษาผลของชนิดของกรดอะมิโนใน 
ระบบต้นแบบของปฏิกิริยาเมลลาร์ดต่อการเกิดสาร 
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
การเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 
ในปฏิกิริยาเมลลาร์ดเป็นการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง 
หมู่อะมิโนของกรดอะมิโนกับหมู่คาร์บอนิลในน�้าตาล 
ซึ่งในการทดลองนี้ได้เลือกใช้กรดอะมิโน 3 ชนิด คือ 
ไลซีน โพรลีน และทริปโทเฟน มาท�าปฏิกิริยากับ
น้�าตาลท้ัง 3 ชนิด ท่ีอุณหภูมิ 80oC เป็นเวลา 
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กรดอะมิโน โพรลีน และทริปโทเฟน เนื่องจากกรด
อะมิโนไลซีนมีความไวในการท�าปฏิกิริยามากกว่า
กรดอะมิโนตัวอื่นๆ ดังแสดงในตารางที่ 4
30 นาที พบว่าปริมาณของสารไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ที่เกิดขึ้นระหว่างกรดอะมิโนไล
ซีนกับน้�าตาลฟรักโทส และกลูโคส มีค่ามากกว่า 
ตำรำงที่ 4 ผลของชนิดของกรดอะมิโนในปฏิกิริยาเมลลาร์ดต่อการเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์
กรดอะมิโน
ปริมำณของสำรไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรำลดีไฮด์ (ppm)
ฟรักโทส กลูโคส ซูโครส
ไลซีน 0.0117 + 0.0008 0.0109 + 0.0005 N.D.
โพรลีน 0.0107 + 0.0006 0.0103 + 0.0005 N.D.
ทริปโทเฟน 0.0080 + 0.0006 0.0025 + 0.0006 N.D.
หมายเหตุ N.D. หมายถึง มีปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธีการที่น�าเสนอในงานวิจัยนี้
จากผลการทดลองตามตารางที่ 4 พบว่า 
กรดอะมิโนไลซีน สามารถเกิดปฏิกิริยากับน้�าตาล
ฟรักโทสและกลูโคส ได้ดีกว่ากรดอะมิโนโพรลีน
และทริปโทเฟน
3.2 การศึกษาผลของชนิดน้�าตาลในระบบ
ต้นแบบของปฏิกิริยาเมลลาร์ด
ผลการศึกษาชนิดของน้�าตาล 3 ชนิด คือ 
น้�าตาลฟรักโทส น้�าตาลกลูโคส และน้�าตาลซูโครส 
กับกรด อะมิโนไลซีน ที่อุณหภูมิ 80oC เป็นเวลา 
30 นาที พบว่าน้�าตาลฟรักโทสและน้�าตาลกลูโคส
สามารถรวมตัวกับหมู่อะมิโนของกรดอะมิโนไลซีน 
เกิด เป็นไกลโคซิล เอมีนซึ่ งสามารถเกิดสาร 
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ได้ในปฏิกิริยา 
เมลลาร์ด ส่วนน้�าตาลซูโครสเป็นน้�าตาลโมเลกุลคู่
ที่ไม่มีหมู่อัลดีไฮด์ และคีโตนอิสระ ท�าให้น้�าตาล
ซูโครสเป็น Non-Reducing Sugar เพียงชนิดเดียว 
และไม่ เ กิด มิวตาโร เตชัน (Muta ro ta t i on) 
เมื่ออยู่ในสารละลาย [13] จึงท�าให้น้�าตาลซูโครส 
ไม่สามารถท�าปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนของกรดอะมิโน 
ในปฏิกิริยาเมลลาร์ดได้ ดังนั้นน้�าตาลซูโครส 
ไม่สามารถเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ได้ 
ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4
3.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิในระบบต้นแบบ
ของปฏิกิริยาเมลลาร์ดต่อการเกิดไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
จากการทดลองหาปริมาณการเกิดสาร 
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในน้�าตาลทั้ง 3 ชนิด 
คือ น้�าตาลฟรักโทส น้�าตาลกลูโคส และน้�าตาลซูโครส
กับกรดอะมิโนไลซีนในปฏิกิริยาเมลลาร์ด โดยมี 
การให้ความร้อนแก่น้� าตาลที่ อุณหภูมิต่ างๆ 
เป็นเวลา 30 นาที พบว่าปริมาณการเกิดของ
สารไฮดรอกซี เมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์มากขึ้น 
เมื่อมีการให้ความร้อนสูงขึ้น เช่นเดียวกับปฏิกิริยา
คาราเมลไลเซชัน ดังแสดงในตารางที่ 5 
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ตำรำงที่ 5 แสดงผลของอุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่น้�าตาลของปฏิกิริยาเมลลาร์ดต่อการเกิดสาร 
  ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
อุณหภูมิ (oC)
ปริมำณของสำรไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์  (ppm)
ฟรักโทส กลูโคส ซูโครส
35 0.0037 + 0.0003 0.0075 + 0.0001 N.D.
50 0.0065 + 0.0006 0.0080 + 0.0008 N.D.
60 0.0066 + 0.0005 0.0081 + 0.0002 N.D.
80 0.0117 + 0.0008 0.0109 + 0.0005 N.D.
100 0.0255 + 0.0000 0.0137 + 0.0008 N.D.
หมายเหตุ N.D. หมายถึง มีปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธีการที่น�าเสนอในงานวิจัยนี้
เมื่อน�าค่าความเข้มข้นของสารไฮดรอกซี
เมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์มาพลอตกราฟ พบว่ามีแนวโน้ม 
การเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
ในรูปของสมการเอ็กโพแนนเชียล ซึ่งแสดงให้เห็นว่า 
การเกิดของสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
มีอัตราการเพิ่มขึ้นแบบทวีคูณเมื่อให้ความร้อนสูงขึ้น 
ดังแสดงในภาพที่ 9
ภำพที่ 9 ปริมาณสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในน้�าตาล 2 ชนิดที่อุณหภูมิต่างๆ ในปฏิกิริยาเมลลาร์ด
3.4 การศึกษาผลของเวลาในระบบต้นแบบ
ของปฏิกิริยาเมลลาร์ดต่อการเกิดไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
การเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
ในปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน ขึ้นอยู่กับอุณหภูมิ
และเวลา ซึ่งในการทดลองของปฏิกิริยาเมลลาร์ด 
นี้จึงได้ท�าให้ความร้อนแก่น้�าตาลท่ีอุณหภูมิ 80oC 
เป็นเวลา 5, 10, 30, 60 และ 80 นาที 
พบว่าปริมาณการของสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัล 
ดีไฮด์มากขึ้น เมื่อมีการให้ความร้อนที่นานขึ้น 
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เช่นเดียวกับปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน ดังแสดงใน
ตารางที่ 6 
เมื่อน�าค่าความเข้มข้นของสารไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์มาพลอตกราฟ พบว่าน้�าตาล
ฟรักโทส มีแนวโน้มการเกิดสารไฮดรอกซีเมทิล 
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในรูปของสมการเอ็กโพแนนเชียล 
ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการเกิดของสารไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์มีอัตราการเพิ่มขึ้นแบบทวีคูณ 
ส่วนน้�าตาลกลูโคสมีแนวโน้มการเกิดสารไฮดรอกซี
เมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในรูปแบบสมการลอการิทึม 
ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการเกิดของสารไฮดรอกซีเมทิล
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ มีอัตราการเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว
แล้วอยู่ในระดับคงที่เมื่อให้ความร้อนเป็นเวลานาน 
ดังแสดงในภาพที่ 10
ตำรำงที่ 6 ผลของเวลาในการให้ความร้อนแก่น้�าตาลของปฏิกิริยาเมลลาร์ดต่อการเกิดสารไฮดรอกซี 
  เมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
เวลำ (นำที)
ปริมำณของสำรไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์  (ppm)
ฟรักโทส กลูโคส ซูโครส
5 0.0105 + 0.0008 0.0095 + 0.0006 N.D.
10 0.0106 + 0.0012 0.0100 + 0.0008 N.D.
30 0.0117 + 0.0008 0.0109 + 0.0005 N.D.
60 0.0127 + 0.0012 0.0110 + 0.0004 N.D.
80 0.0146 + 0.0012 0.0112 + 0.0005 N.D.
หมายเหตุ N.D. หมายถึง มีปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธีการที่น�าเสนอในงานวิจัยนี้
 
ภำพที่ 10 แสดงปริมาณสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในน้�าตาล 2 ชนิดที่เวลาต่างๆ ในปฏิกิริยา 
  เมลลาร์ด
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จากผลการทดลองทั้งหมดผู้วิจัยได้รวบรวม
ข้อมูลและท�าการเปรียบเทียบการเกิดสารไฮดรอกซีเมทิล 
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน 
และปฏิกิริยาเมลลาร์ด พบว่าปริมาณการเกิดสาร
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในน้�าตาลฟรักโทส 
ของปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชันมีมากกว่าปฏิกิริยา
เมลลาร์ด ดังแสดงในภาพที่ 11 เนื่องจาก
ปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชันมีสารตั้งต้นเพียงน้�าตาล
อย่างเดียว และอาศัยอุณหภูมิท่ีสูงท�าให้เกิดสาร
สีน้�าตาล อย่างเช่นสารประกอบไฮดรอกซีเมทิล 
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ แต่ในส่วนของปฏิกิริยาเมลลาร์ด 
ต้องประกอบด้วยสารตั้งต้น คือ น้�าตาลรีดิวซ์ 
และกรดอะมิ โน เกิ ดปฏิ กิ ริ ย ากา ร รวมตั ว 
หรือควบแน่น แล้วเกิดการเปลี่ยนแปลงหลายขั้นตอน 
จนเกิดเป็นสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
 
 
ภำพที่ 11 เปรียบเทียบปริมาณสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในน้�าตาลฟรักโทสระหว่างปฏิกิรยา 
  คาราเมลไลเซชันกับปฏิกิริยาเมลลาร์ด
ในส่วนของน้�าตาลกลูโคส พบว่าในช่วงของ
อุณหภูมิ 35-60oC ปริมาณการเกิดสารไฮดร
อกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ของปฏิกิริยาคารา
เมลไลเซชันเกิดได้มากกว่าปฏิกิริยาเมลลาร์ด 
แต่เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นในช่วงประมาณ 80-100oC 
ปริมาณการเกิดไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
ของปฏิกิริยาเมลลาร์ด สามารถเกิดได้มากกว่า
ปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชัน ดังแสดงในภาพที่ 12
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ภำพที่ 12  เปรียบเทียบปริมาณสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในน้�าตาลกลูโคสระหว่างปฏิกิรยา 
  คาราเมลไลเซชันกับปฏิกิริยาเมลลาร์ด
สรุปและอภิปรายผล
งานวิจัยนี้ เป็นการศึกษาแนวโน้มการเกิด
ปฏิกิริยาการเกิดสารสีน้� าตาลโดยผ่านกลไก 
2 ชนิ ด  คื อ  ปฏิ กิ ริ ย าค า ร า เ มลไล เซชั น 
และปฏิกิริยาเมลลาร์ด ซึ่งจะท�าการตรวจวัด
ปริมาณสารเกิดไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
ที่เป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้จากกลไกทั้งสองในสภาวะ
ที่จ�าลองข้ึน โดยอาศัยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงมาใช้ ในการวิ เคราะห์ 
จากผลการวิจัยพบว่า สภาวะที่เหมาะสมส�าหรับ
การวิ เคราะห์ปริมาณสารเกิดไฮดรอกซีเมทิล 
เฟอร์ฟิวรัล ดีไฮด์ในงานวิจัยนี้คือการใช้วัฏภาค
เคลื่อนที่ เป็น น้�า: อะซีโตไนไตรล์ ในอัตราส่วน 
90:10 โดยปริมาตร เนื่องจากเป็นสภาวะที่เกิด
การแยกของสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
ออกจากพีคอ่ืนๆ ได้อย่างสมบูรณ์ ส�าหรับในการ
เปรียบเทียบแนวโน้มการเกิดปฏิกิริยาการเกิด
สารสีน้�าตาลจากปฏิกิริยาคาราเมลไลเซชันพบว่า 
น้�าตาลฟรักโทสมีแนวโน้มที่จะเกิดปฏิกิริยาได้
ดีกว่า น้� าตาลกลู โคส และกรณีของปฏิกิ ริยา 
เมลลาร์ดพบว่า กรดอะมิโนไลซีนและน้�าตาล 
ฟรักโทสมีแนวโน้มที่จะเกิดปฏิกิริยาได้ดีกว่า 
สารตั้งต้นชนิดอ่ืนๆ และนอกจากนี้ความร้อน
และระยะเวลาส่งผลต่อ การเกิดปฏิกิริยาที่มากขึ้น 
ท้ั งปฏิกิ ริ ยาคารา เมลไลเซชันและปฏิกิ ริ ยา
เมลลาร์ด และเมื่อเปรียบเทียบการเกิดสาร
ไฮดรอกซี เมทิลเฟอร์ฟิว รัลดีไฮด์ในปฏิกิ ริยา
ค า ร า เ ม ล ไ ล เ ซชั น แ ล ะปฏิ กิ ริ ย า เ ม ล ล า ร์ ด 
พบว่ าปฏิกิ ริ ยาคาราเมลไลเซชัน มีแนวโน้ม 
ในการเกิดสารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
ได้ดีกว่าปฏิกิริยาเมลลาร์ด เนื่องจากปฏิกิริยา 
คาราเมลไลเซชันมีสารตั้งต้นเพียงน้�าตาลอย่างเดียว 
และอาศัยอุณหภูมิที่สูงท�าให้เกิดสารสีน้�าตาล 
อย่างเช่นสารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ 
แต่ในส่วนของปฏิกิริยาเมลลาร์ด ต้องประกอบด้วย 
สารตั้งต้น คือ น้�าตาลรีดิวซ์ และกรดอะมิโน 
เกิดปฏิกิริยาการรวมตัวหรือควบแน่น แล้วเกิดการ 
เปลี่ ยนแปลงหลายขั้นตอน จนเกิดเป็นสาร 
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ ดังนั้นผู้ผลิต
อาหารจึงต้องค�านึงถึงขั้นตอนการผลิตและการ
เก็บรักษาอาหารเพื่อป้องกันและหลีกเลี่ยงการเกิด 
สารไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์
วารสารมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ (สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี) ปีที่ 6 ฉบับที่ 12 กรกฎาคม - ธันวาคม 2557
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